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Verfahren zur Bestimmung von Multimeren von Plasmaproteinen 



Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur qualitativen und quantitativen Be- 
stimmung der Multimeren von Plasmaproteinen durch Gelelektrophorese. 

Es ist bekannt, dass fur die Blutgerinnung wichtige Bestandteile des Blutplasma, 
nicht nur in monomerer Form, sondern auch als multimere Molekule im Blutplasma 
vorkommen. Den einzelnen Monomeren kann zum Teil unterschiedliche therapeuti- 
sche Wertigkeit zugeordnet werden. Beispiel fur solche multimeren bildenden the- 
rapeutischen Proteine sind Fibrinogen und der von Willebrand-Faktor. Die quantita- 
tive und qualitative Bestimmung der Multimeren ist fur eine Diagnose der Ursache 
der Blutgerinnungsstorung einerseits, aber auch zum Erkennen der Qualitat eines 
Blutgerinnungspraparats andererseits von erheblicher Bedeutung. Die Multimeren- 
Bestimmung des Fibrinogens und des von Willebrand-Faktors verdient deshalb be- 
sondere Beachtung. 

Fibrinogen hat bei der Blutstillung eine ganz wesentliche Funktion. Unter der Wir- 
kung von Thrombin wird es in Fibrin umgewandelt, das sich zu feinen Fibrinfasern 
vernetzt, die durch den Faktor XIII stabilisiert werden. Hieraus bildet sich ein Blut- 
pfropf, der fur die Blutstillung sorgt. Die Integritat und die Struktur des Fibrinogens 
ist fur seine blutstillende Wirkung von groder Bedeutung. 

Obwohl Fibrinogen selbst nicht zur Polymersiation neigt, bilden sich unter geeigne- 
ten Bedingungen wie hoher Konzentration, geringer lonenstarke und langer Inkuba- 
tion bei 4°C auch Fibrinogen-Multimere ahnlich dem Fibrin. Derartige Fibrinogene 



lassen sich uber SDS-Agarose-Gel-Elektrophorese mit Western Blot und immun- 
chemischer Farbung analysieren und sichtbar machen, wie es in der internationalen 
Patentanmeldung WO 01/12244 beschrieben ist. 

Die Verfahren zur Trennung von Fibrinogen-Multimeren durch SDS-Agarose-Gel- 
Elektrophorese wurden durch Connaghan et al. (1) und Proietti et al. (2) eingefuhrt. 
Diese Verfahren wurden dann durch das in der internationalen Patentanmeldung 
WO 01/12244 beschriebene Verfahren verbessert, in dem die von Raines et al. (3) 
fur die Trennung der von Willebrand-Multimeren beschriebene Methode modifiziert 
und zur Fibrinogenelektrophorese genutzt wurde. Dabei wurde die horizontale E- 
lektrophorese im wesentlichen nanh (?) und die Detckticr, der ribiii.uyen- 
Multimeren im wesentlichen nach (2) durchgefuhrt. 

Das Elektrophoreseverfahren der WO 01/12244 ist jedoch recht kompliziert sowie 
zeitaufwendig und erfordert sehr spezielle Erfahrungen. Dabei werden drei ver- 
schiedene Gele benotigt, namlich ein Sammelgel (1% Agaraose gelost in 70 mMol 
Tris, 4 mMol EDTA, 4% SDS), ein Kathodengel (1,6% Agaraose gelost in 100 mMol 
Tris, 150 mMol Glycin, 0,1% SDS) und ein Trenngel (2% Agarose gelost in 200 
mMol Tris, 100 mMol Glycin, 0,4% SDS), die bei einer Temperatur uber 50°C ge- 
gossen und mindestens 2 Stunden zur Polymerisation stehen gelassen werden 
mussen. Der Probenauftrag erfolgt mit 0,6 bis 0,9 pi pro Spur. Die Elektrophorese 
wird bei 600 bis 650 V und bei einer Temperatur von 16°C in einer Flachbettappa- 
ratur durchgefuhrt. Der Laufpuffer wird mit dem Gel uber eine Lange von 4 bis 8 
Filterpapieren verbunden, die in den Elektrodenpuffer eintauchen. 

Die Herstellung dreier verschiedener Agarose-Gele erfordert eine erhebliche Erfah- 
rung, weil der Quellvorgang der Agarose nahe der Siedehitze des Wassers durch- 
gefuhrt werden muss. Dabei kommt es darauf an, den optimalen Zeitpunkt zu fin- 
den, zu dem einerseits die Agarose so weit gelost, dass keine Klumpen (Feststoff- 
reste) mehr vorhanden sind und andererseits noch keine Agarose am oberen, kal- 
teren Glasrand als Prazipitat erneut niedergeschlagen ist. Auch das Gielien des 



Gels erfordert eine spezielle Geschicklichkeit, insbesondere das Einbringen der 
Auftragstaschen. Das Entfernen des zur Bildung der Auftragstaschen erforderlichen 
Kammes aus dem abgekiihlten, geharteten Gel kann leicht zu einer Verletzung des 
Agarose-Gels und damit zur Unbrauchbarkeit des gegossenen Gels fuhren. 

Ahnliche Schwierigkeiten treten auch bei den bisher iiblichen Verfahren zur Auf- 
trennung der Multimeren des von Willebrand-Faktors (vWF) auf. 

Der funktionelle von Willebrand-Faktor (vWF), ein Glykoprotein, zirkuliert im Blut- 
kreislauf mit unterschiedlicher Molekulargewichtsverteilung, den sog. Multimeren, 
wobei die Multimeren eine Mnlekniargewichtsverteiiung von 500 kD bis hin zu 
20.000 kD aufweisen konnen. Die kleinste Einheit ist hierbei das Dimer mit einem 
Molekulargewicht von ca. 550 kD; es besteht aus zwei Monomeren, die durch 
Disulfidbrucken miteinander verbunden sind. Aus diesen Dimeren entstehen durch 
weitere Disulfidverknupfungen Polymere, sog. Multimere, mit einem Molekularge- 
wicht bis zu 20.000 kD. 



Das klinische Erscheinungsbild der von Willebrand-Erkrankung ist sehr heterogen 
und reicht von leichten Verlaufen wie dem Typ 1 bis hin zu schwersten Mangelzu- 
stSnden mit spontan auftretenden Blutungen beim Typ 3. Ursachlich fur die Blu- 
tungsneigung sind quantitative und/oder qualitative Beeintrachtigungen der beiden 
Hauptfunktionen des vWF, der Vermittlung der Adhasion von Thrombozyten unter- 
einander und an die verletzte Gefaliwand sowie die Stabilisierung des Gerinnungs- 
faktors Faktor VIII. Somit konnen sowohl die fruhe primare als auch die spater ein- 
setzende sekundare Hamostase gestort sein. 

Bei einer sekundaren Blutgerinnungsstorung, bedingt durch einen Faktor VIII- 
Mangel, ist der Faktor VIII jedoch nicht zwangslaufig vermindert, sondern die Blut- 
gerinnungsstorung kann auch Ausdruck'eines quantitativen und/oder qualitativen 
Defektes des von Willebrand-Faktors sein. 



Bedingt durch die Komplexitat der Gerinnungsstorung ist die Diagnose und Eintei- 
lung der von Willebrand-Erkrankung in seine verschiedenen Schweregrade eine 
Herausforderung an jedes Gerinnungslabor. Fur den Patienten selbst hat die exak- 
te Diagnosestellung, d.h. die Bestimmung des Untertyps, wichtige Folgen, denn es 
kann nur dann eine optimale Behandlung ausgewahlt werden und fur den Fall eines 
genetischen Defekts eine genauere Beratung erfolgen. So kann bei schweren von 
Willebrand-Erkrankungen vom Typ 3 und vielen der Typ 2-Formen eine Behand- 
lung mit Desmopressin, das bei Typ 1-Erkrankungen hervorragend wirksam ist, 
nicht ausreichen Oder sogar kontraindiziert sein, so dass hier ein vWF-haltiges Fak- 
tor Vlll-Konzentrat gegeben werden muss. Dabei zeigen insbesondere Faktor VIII- 
Konzentrate mit grafton vWF-Mu!timeren sine guts therapeuiisciie Wirksamkeit. 

Der vWF ist kein Eiweift der plasmatischen Gerinnung (wie Faktor VIII oder IX), 
sondern wirkt uber eine Briickenbildung zwischen verletzter Gefafiwand und den 
Blutplattchen als ein wichtiger Bestandteil der primaren Blutstillung und als sog. 
Klebstoff fur die Blutplattchen. Weiterhin stabilisiert er den Faktor VIII, der ohne 
Bindung an den vWF im Blut nur sehr kurze Zeit zirkulieren kann, da er sonst rasch 
abgebaut wird. 

Erfindungsgemafi erhalt man Informationen uber Strukturveranderungen des vWF- 
Molekuls durch Darstellung der Multimeren mittels einer SDS-Agarose-Gel- 
Elektrophorese mit Western Blot-lmmunostain Analyse (SAGE-WISA) oder durch 
Coomassie Blue-Farbung des Gels (SAGE-CB). Die elektrophoretische Darstellung 
der Multimeren erlaubt dann Aussagen uber strukturelle Besonderheiten. Trotz der 
Moglichkeit, vWF-Molekule, denen die groBen Multimeren fehlen, mit einem Kolla- 
gen-Bindungsassay sehr empfindlich zu erfassen, ist die Multimeren-Analyse fur 
Patienten mit angeborenen, aber vor allem auch erworbenen Veranderungen des 
vWF ein wichtiger diagnostischer Test. Auch zur Bewertung von Faktor VIII- 
Gerinnungspraparaten ist die Ermittlung der Multimeren-Zusammensetzung von 
hoher Bedeutung. 



Die vWF-Multimerenanalyse mittels SAGE-WISA ist Stand der Technik und von 
Metzner et al. (4) beschrieben worden. Das dort beschriebene Verfahren ist jedoch 
kompliziert und zeitaufwendig. AuGerdem leidet es unter einer mangelnden Repro- 
duzierbarkeit, was eine zuverlassige Quantifizierung der Multimeren-Banden er- 
schwert. Hinzu kommen auch hier die Schwierigkeiten beim Gieften eines homoge- 
nen und von Verklumpungen freien Agarose-Gels sowie die Notwendigkeit, mit 
mehreren verschiedenen Agarose-Gelen zu arbeiten. Sowohl bei dem Verfahren 
von (4) als auch bei vergleichbaren Methoden (5, 6, 7) ist stets ein Trenngel und ein 
davon verschiedenes Sammelgel erforderlich. Zum Beispiel wird bei (4) ein 0,9%- 
iges Agarose-Trenngel und ein 0,8%-iges Agarose-Sammelgel verwendet, wahrend 
bei (5) ein 9%-iges Agarcse-Trennge! und cin 1%-iges Agarose-Sammeigei einge- 
setzt wird. 

Hinzu kommt, dass fur das Sammelgel und das Trenngel verschiedene Agarose- 
Typen vorgeschrieben werden. So wird in (4) eine HGT (= high gelling temperatu- 
re)-Agarose fur das Sammelgel und eine LGT (low gelling temperature)-Agarose fur 
das Trenngel vorgeschrieben, wahrend bei anderen bekannten Trennverfahren an- 
dere Agarose-Typen eingesetzt werden. 

Eine zusatzliche Schwierigkeit taucht bei den herkommlichen gelelektrophoreti- 
schen Trennungsverfahren haufig dadurch auf, dass das Agarose-Gel eine Ten- 
denz zum Aufschwimmen zeigt. Dabei verliert das Agarose-Gel seine Bodenhaf- 
tung in der Elektrophoresekammer mit der Folge, dass sich schrage, verzerrte 
Spurmuster bilden oder es sogar zu einer elektrophoretischen Auswanderung von 
Proteinen aus dem Gel und somit zum Verlust von Proteinbanden kommt. Zwar 
kann das Aufschwimmen des Agarose-Gels durch eine katamaranartige Beschwe- 
rung des Gels verhindert werden, doch bewirkt das eine Kompression des Gels, 
was wiederum entweder die Bandentrennung beeintrachtigt oder die Zahl der ver- 
wendbaren Spuren pro Gel reduziert. 



Die vorstehend genannten Schwierigkeiten konnen nun durch ein Verfahren zur 
qualitativen und quantitativen Bestimmung der Multimeren von Fibrinogen oder des 
von Willebrand-Faktors durch Gel-Elektrophorese gelost werden, wenn man eine 
den von Willebrand-Faktor (vWF) oder Fibrinogen enthaltende Probe mittels eines 
kontinuierlichen, homogenen und von Verklumpungen freien Agarose-Gels subma- 
rin unter Kuhlung auf 8°C bis 12°C elektrophoretisch auftrennt und die Multimeren- 
Banden nach einer Western Blot Analyse durch ein spezifisches Antikorper-Enzym- 
Konjugat auf der Blotting Membran immunchemisch oder durch einen geeigneten 
Farbstoff, vorzugsweise unter Blaufarbung, im Gel sichtbar macht. 

Die erfindungsgemaP. fiinzusetzonHen hcrr.cgcncn und von Verkiumpuiiyen freien 
Agarose-Gele konnen zwar bei genugender Erfahrung auch selbst hergestellt wer- 
den, werden jedoch im allgemeinen kauflich erworben, zum Beispiel von den Fir- 
men Elchrom oder Bio-Rad. Derartige Agarose-Gele, die bislang fast ausschlieftlich 
zur Auftrennung von DNA- oder RNA-Proben eingesetzt worden sind, weisen nur 
noch ein Trenngel mit einer einheitlichen Agarosekonzentra-tion auf und benotigen 
kein separates Sammelgel. Die Trennung wird dabei in folgender Weise durchge- 
fuhrt: 

A. Auftrennung der vWF -Multimeren 

Eingesetzt wurde fur die Trennung der vWF-Multimeren ein Agarose-Gel mit einer 
Agarosekonzentration von 0,7 bis 1,8 Gewichtsprozent, vorzugsweise von 0,8 bis 
1 ,2 Gewichtsprozent. Besonders vorteilhaft erwies sich fur eine nachfolgende Wes- 
tern Blot Immunostain-Analyse (WISA) ein tragerfreies Agarose-Gel (z.B. von Bio- 
Rad). Fur eine Coomassie Blue-Farbung erwies sich ein Agarose-Gel als beson- 
ders vorteilhaft, welches auf eine Tragerfolie aufgebracht war (z.B. von Elchrom 
Scientific AG), weil sich hierdurch die Agarose bei erhbhter Temperatur, bevorzugt 
zwischen 30°C und 50°C, besser trockneh und schneller mit Coomassie Blue, dem 
hierfur besonders bevorzugten Farbstoff, anfarben lasst. 



Die Elektrophorese erfolgte submarin unter Kuhlung auf 10°C in einer SEA 2.000 
HIPER-Elektrophorese-Kammer (Elchrom Scientific, Cham, Schweiz) mit 0,8 - 
1,5%-igen Agarose-Gelen und zum Beispiel einem Elektrophorese-Puffer aus Tris- 
Glycin-Puffer mit 0,1% SDS (Ansatz: 12,12 g Tris, 57,8 g Glycin und 2 g SDS wur- 
den mit deionisiertem Wasser ad 2.000 ml aufgefullt). Die Elektro- phorese- 
Kammer wurde mit 2.000 ml Elektrophorese-Puffer beschickt. Dann wurde das Gel 
eingelegt und in einer Vorelektrophorese umequilibriert. Die Vorelektrophorese er- 
folgte bei 25 V / max. Watt / 0,5 (mit laufender Umlaufpumpe, urn ein schnelles 
Umaquilibrieren des Gels zu ermoglichen). 

Zur Elektrophorese wurde das Gel so in die Elektrophorese-Kammer gelegt, dass 
die Auftragsstellen zur Kathode zeigten und das Gel wahrend der gesamten E- 
lektrophorese waagerecht und planparallel zum Spannungsfeld lag. Es wurde dar- 
auf geachtet, dass die Elektrophorese-Temperatur 8°C nicht unter- und 14°C nicht 
uberschritt. 

Der Probenauftrag erfolgte nach der Vorelektrophorese. Die Proben wurden in Pro- 
benpuffer ( bevorzugt z.B. SDS- und Bromphenolblau-haltiger Probenpuffer von 
Anamed oder Novex ) 3 Minuten im Wasserbad gekocht und jeweils 20 pi pro Spur 
in die Geltaschen aufgetragen. 

Die Probenelektrophorese erfolgte bei 25 V / max. Watt / 0,5 h. Sie bewirkt das 
Eindringen der Proben in die Gel-Matrix. 

Die Hauptelektrophorese erfolgte ( (unmittelbar im Anschluss an die Proben- e- 
lektrophorese) bei 50 V / max. Leistung, bis die Bromphenolblau-Front das Ende 
des Gels erreicht hatte. 

Zur Coomassie Blue Farbung (SAGE-CB) wurden die Gele (bevorzugt Agarose- 
Gele auf Folie) zum Beispiel in einem Gemisch aus Ethanol, Essigsaure und Was- 



ser (25/3/72; v/v) fur 0,5 h fixiert. Dann wurden die Gele mit einer Lage von Filter- 
papieren unter Druck (zum Beispiel durch Auflegen einer gefullten 10 I- 
Laborflasche) so lange ausgepresst, bis die Agarose matt erschien (ca. 2 - 3 h) 
und dann im Trockenschrank bei 40°C weiter getrocknet, bis die Agarose transpa- 
rent erschien (ca. 1 - 2 h). Danach wurden die Gele unter leichtem Schaukeln bei 
40°C uber Nacht mit Coomassie Blue gefarbt (0,01% Serva Blue G, 6% Ammoni- 
umnitrat, 0,2% Natriumacetat, 4 ml/l 65% HN0 3 ). Am nachsten Morgen wurden die 
Gele einmal kurz mit Wasser abgespiilt. Am Geltrager haftender Farbstoff wurde 
durch Abziehen der Tragerseite uber ein mit Alkohol getranktes Filterpapier ent- 
fernt. Danach wurden die Gele erneut mit einer Lage von Filterpapieren unter Druck 

- - — <=, o-i ~— nyaiuoo man ci»oiiien (ud. i n) una aanacn erneut 

im Trockenschrank bei 40°C weiter getrocknet, bis die Agarose transparent er- 
schien (ca. 1 - 2 h). 

Schliefilich wurde das getrocknete Gel in eine Spezialfolie eingeschweilit bzw. la- 
miniert, urn es fur die Auswertung und eine Langzeit-Dokumentation und Archivie- 
rung zu konservieren. 

Zur Western Blot-lmmunfarbung (SAGE-WISA), fur die bevorzugt tragerfreie Aga- 
rose-Gele eingesetzt wurden, wurde der Blotpuffer am Analysentag morgens frisch 
angesetzt (35,6 g Na 2 HP0 4 x 2 H 2 0, 6,9 g NaH 2 P0 4 x H 2 0 und 10 ml einer 20%- 
igen wassrigen SDS L6sung wurden mit demineralisiertem Wasser ad 5.000 ml 
aufgefullt), im Kiihlschrank auf +12°C bis +14°C abgekuhlt (Dauer ca. 3 h) und da- 
nach in die Blotkammer und die Reaktionsschalen gefullt. Die Blotkammer-Kuhlung 
wurde auf +8°C eingestellt. Die Membran (eine Nitrocellulose- oder - bevorzugt - 
PVDF-Membran, bevorzugt eine Immobilon-P 0,45 pm Transfer Membran von Mil- 
lipore) und eine Pappe (zum Beispiel 165 x 65, Sarstedt AG) geschnitten auf 100 x 
100 mm wurden vor dem Blot mindestens 0,5 h in Blotpuffer unter leichtem Schau- 
keln equilibriert. 

Der gesamte Blot-Sandwich wurde in der mit Blotpuffer gefullten Blotpufferschale 
wie folgt zusammengesetzt: 



1. 



Blotrahmen (minus Rahmen) 



2. dunne Schwamm-Folie 

3. Pappe (100x 100 mm) 

4. Blot-Schutzmembran 

5. Agarose-Gel (bevorzugter Weise wurden links und rechts des Gels jeweils 
zwei Filterstreifen (100 x 10 mm) ang^lpnt), dann wurden die Lufiblasen euL- 
fernt 

6. Blotmembran (0,45 pm) 

7. Pappe (100x100 mm) 

8. Blotrahmen (plus Rahmen) 

Luftblaschen unterdem Gel wurden mit den Fingern (Schutzhandschuhe) entfernt. 

Der Blot erfolgte nach dem Fachmann an sich bekannten Verfahren unter Kuhlung 
auf 8 ± 2°C und Ruhren bei 20 V sowie max. Leistung uber eine Dauer von 75 min. 

Danach wurde der Blot Sandwich auseinander gebaut und die Blotmembran in eine 
Reaktionsschale mit Blocklosung gelegt (dabei musste die Seite, welche auf dem 
Gel lag, oben liegen). Die Blotmembran wurde 15 min. lang unter Schaukeln in 
RSA-Puffer blockiert (1% Rinderserumalbumin (RSA) in Tris-gepufferter Kochsalz- 
losung, pH 8,0). Danach erfolgte die Immunfarbung. 
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5 1 . Inkubation mit Erstantikorper (50 pi anti-vWF vom Kaninchen (zum Beispiel 
Rabbit/Anti-Human/Humain, DAKO) in 0,5% RSA-Puffer) fur 45 1 



mm. 



2. Membran drei Mai mit demineralisiertem Wasser kurz abspiilen. 

10 3. 1 5 min. waschen mit 50 ml Tris-gepufferter Kochsalzlosung mit 0 5% RSA- 
Puffer 



4. Inkubation mit Zweitantikorper (zum Beispiel 50 pi anti-Kaninchen IgG-AP 
ft von der Ziege (alkalische Phosphatase-markiert; Sigma) in 50 ml 0,5% RSA- 

15 Puffer) fur 45 min. 

5. Membran drei Mai mit demineralisiertem Wasser kurz abspiilen. 

6. 1 5 min. waschen mit 50 ml RSA-Puffer 

20 7. Membran in Wanne mit 50 ml Substratlosung (2 Tabletten BCIP/NPT (Sig- 
ma) ad 50 ml 0,5% RSA-Puffer) 15 min. bei Raumtemperatur inkubieren 

8. Abstoppen der Reaktion durch mehrmaliges Waschen mit demineralisiertem 
Wasser 

r 

9. Blotting-Membran auf die Heizplatte, die auf + 40°C erwarmt wurde, legen, 
mit einer Pappe abdecken und die uberschiissige Feuchtigkeit mit einem 
Rollenquetscher abrollen 

30 10. SchlieBlich wurde die Blotmembran in eine Spezialfolie eingeschweilit bzw. 

laminiert, urn sie fur die Auswertung und eine Langzeit-Dokumentation und 
Archivierung zu konservieren. 

Die Dokumentation des Blots Oder des mit Coomassie Blue gefarbten Gels erfolgte 
35 als Original in laminierter Form oder durch Fotografieren oder Scannen. 



Das gefarbte Gel (laminiert) Oder die immungefarbte Blotmembran (laminert) wurde 
uber einen Scanner eingelesen und mittels geeigneter Software densidometrisch 
ausgewertet (zum Beispiel mittels der „1-D-Elite", Version Image Master 4.10 Soft- 
ware von Pharmacia) und in ublicher Weise z.B. wie folgt bewertet: 

Die Anteile der Banden 1 - 5, 6 - 10 und 11 und hoher wurden mittels der 
Auswertesoftware aufsummiert und als jeweiliger prozentualer Anteil auf die 
Gesamtspur bezogen, die als 100% zugrunde gelegt wurde. 

Der Anteil der Banden 1 1 und hoher jeder Probe wurde als piu^eniuaier An- 
teil auf die Banden 11 und hoher des Standard-Humanplasmas (=100%) be- 
zogen. 

B. Multimeren-Bestimmung von Fibrinogen 

Eingesetzt wurde fur die Trennung der Fibrinogen-Multimeren ein Agarose-Gel mit 
einer Agarosekonzentration von 1 ,6 bis 3,0 Gewichtsprozent, vorzugsweise von 1 ,8 
bis 2,4 Gewichtsprozent. Besonders vorteilhaft erwies sich fur eine nachfolgende 
Western Blot Immunostain-Analyse (WISA) ein tragerfreies Agarose-Gel (z.B. von 
Bio-Rad). Fur eine Coomassie Blue-Farbung erwies sich ein Agarose-Gel als be- 
sonders vorteilhaft. welches auf eine Tragerfolie aufgebracht war (z.B. von Elchrom 
Scientific AG), weil sich hierdurch die Agarose bei erhohter Temperatur, bevorzugt 
zwischen 30°C und 50°C, besser trocknen und schneller mit Coomassie Blue an- 
farben lasst. 

Die Elektrophorese erfolgte submarin unter Kuhlung auf 10°C in einer SEA 2.000 
HIPER-Elektrophorese-Kammer (Elchrom Scientific, Cham, Schweiz) mit 1,6-3 
Gew.%-igen, vorzugsweise 1,8 bis 2,4 Gew.-%-igen, Agarose-Gelen und z.B. ei- 
nem Elektrophorese-Puffer aus Tris-Glycin mit 0,1% SDS (Ansatz: 12,12 g Tris, 
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5 57,8 g Glycin und 2 g SDS wurden mit deionisiertem Wasser ad 2.000 ml aufge- 
fullt). Die Elektrophorese-Zelle wurde mit 2.000 ml Elektrophorese-Puffer beschickt. 
Dann wurde das Gel eingelegt und in einer Vorelektrophorese umequilibriert. Dann 
wurde das Gel eingelegt und in einer Vorelektrophorese umequilibriert. Die Vore- 
lektrophorese erfolgte bei 25 V / max. Watt / 0,5 (mit laufender Umlaufpumpe, urn 
10 ein schnelles Umaquilibrieren des Gels zu ermoglichen). 

Zur Elektrophorese wurde das Gel so in die Elektrophorese-Kammer gelegt, dass 
die Auftragsstellen zur Kathode zeigten und das Gel wahrend der gesamten E- 
| lektrophorese waagerecht und planparallel zum Spannungsfeld lag. Es wurde dar- 
15 auf geachtet : dass di* Elektrophorese Tcmpcratur G°C nichi unier- una 14 ; C nicnt 
uberschritt. 

Der Probenauftrag erfolgte nach der Vorelektrophorese. Die Proben wurden in Pro- 
benpuffer ( bevorzugt z.B. SDS- und Bromphenolblau-haltiger Probenpuffer von 
20 Anamed Oder Novex ) 3 Minuten im Wasserbad gekocht und jeweils 20 pi pro Spur 
in die Geltaschen aufgetragen. 

Die Probenelektrophorese erfolgte bei 25 V / max. Watt / 0,5 h. Sie bewirkt das 
Eindringen der Proben in die Gel-Matrix. 



Die Hauptelektrophorese wurde unmittelbar im Anschluss an die Vorelektrophorese 
bei 50 V / max. Leistung / 0,5 h; danach 75 V / max. Watt, bis die Bromphenolblau- 
Front das Ende des Gels erreicht hatte, durchgefuhrt. 

30 Zur Coomassie Blue Farbung wurden die Gele (vorzugsweise Agarose-Gele auf 
Folie z.B. von Elchrom Scientific) in einem Gemisch aus Ethanol, Essigsaure und 
Wasser (25/3/72; v/v) fur 0,5 h fixiert. Dann wurden die Gele mit einer Lage von 
Filterpapieren unter Druck so lange ausgepresst, bis die Agarose matt erschien (ca. 
2 - 3 h). Dann wurden die Gele im Trockenschrank bei 40°C weiter getrocknet, bis 

35 die Agarose transparent erschien (ca. 1 - 2 h). Danach wurden die Gele unter 
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5 leichtem Schaukeln bei 40°C uber Nacht mit Coomassie Blue gefarbt (0,01 % Sen/a 
Blue G, 6% Ammoniumnitrat, 0,2% Natriumacetat, 4 ml/l 65% HN0 3 ). Am nachsten 
Morgen wurden die Gele einmal kurz mit Wasser abgespult. Am Geltrager haften- 
der Farbstoff wurde durch Abziehen der Tragerseite uber ein mit Alkohol getranktes 
Filterpapier entfernt. Danach wurden die Gele erneut mit einer Lage von Filterpa- 
10 pieren unter Druck so lange ausgepresst, bis die Agarose matt erschien (ca. 1 h) 
und danach erneut im Trockenschrank bei 40°C weiter getrocknet, bis die Agarose 
transparent erschien (ca. 1 - 2 h). 



15 



SchlieBlich wurde das getrocknete Gel in eine Spezialfolie eingeschweilit bzw. la- 
miniert, urn es fur die Auswprti 

— -t iy«.wifc-wwi\uiiidiiaiiuii unu Arcnivie- 

rung zu konservieren. 



20 



Zur Western Blot-lmmunfarbung (SAGE-WISA), fur die bevorzugt tragerfreie Aga- 
rose-Gele verwendet wurden, wurde der Blotpuffer am Analysentag morgens frisch 
angesetzt (35,6 g Na 2 HP0 4 x 2 H 2 0, 6,9 g NaH 2 P0 4 x H 2 0 und 10 ml einer 20%- 
igen wassrigen SDS Losung wurden mit demineralisiertem Wasser ad 5.000 ml 
aufgefullt), im Kuhlschrank auf +12°C bis +14°C abgekuhlt (Dauer ca. 3 h) und da- 
nach in die Blotkammer und die Reaktionsschalen gefullt. Die Blotkammer-Kuhlung 
wurde auf +8°C eingestellt. Die Membran (eine Nitrocellulose- oder - bevorzugt - 
PVDF-Membran, bevorzugt eine Immobilon-P 0,45 urn Transfer Membran von Mil- 
lipore) und eine Pappe (z.B.165 x 65, Sarstedt AG), geschnitten auf 100 x 100 mm, 
wurden vor dem Blot mindestens 0,5 h in Blotpuffer unter leichtem Schaukeln equi- 
libriert. 



30 Der gesamte Blot-Sandwich wurde in der mit Blotpuffer gefullten Blotpufferschale 
wie folgt zusammengesetzt: 

1. Blotrahmen (minus Rahmen) 



35 2. 



dunne Schwamm-Folie 
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3. Pappe (100 x 100 mm) 

4. Blot-Schutzmembran 

5. Agarose-Gel (bevorzugter Weise wurden links und rechts des Gels jeweils 
zwei Filterstreifen (100 x 10 mm) angelegt), dann wurden dieLuftblasen ent- 
fernt 

6. Blotmembran (0,45 urn) 
5 

7. Pappe (100 x 100 mm) 

8. Blotrahmen (plus Rahmen) 

Luftblaschen unterdem Gel wurden mit den Fingern (Schutzhandschuhe) entfernt. 

Der Blot erfolgte nach dem Fachmann an sich bekannten Verfahren unter Kuhlung 
auf 8 ± 2 °C und unter Ruhren bei 20 V bei max. Leistung uber eine Dauer von 75 
min. 

Danach wurde der Blot Sandwich auseinander gebaut und die Blotmembran in eine 
Reaktionsschale mit Blocklosung gelegt (dabei musste die Seite, welche auf dem 
Gel lag, oben liegen). Die Membran wurde 15 min. lang unter Schaukeln in RSA- 
Puffer blockiert (1% Rinderserumalbumin (RSA) in Tris-gepufferter Kochsalzlosung, 
pH 8,0). Danach erfolgte die Immunfarbung. 

1. Inkubation mit Erstantikorper (50 pi anti-Fibrinogen vom Kaninchen (z.B. 
Rabbit/Anti-Human/Humain, DAKO) in 0,5% RSA-Puffer) fur 45 min. 



2. Membran drei Mai mit demineralisiertem Wasser kurz abspulen. 
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15 min, waschen mit 50 ml Tris-gepufferter Kochsalzlosung mit 0,5% RSA- 
Puffer 



4. Inkubation mit Zweitantikorper (zum Beispiel 50 pi anti-Kaninchen IgG-AP 
1 0 von der Ziege (alkalische Phosphatase-markiert; Sigma) in 50 ml 0,5% RSA- 

Puffer)fur45 min. 

5. Membran drei Mai mit demineralisiertem Wasser kurz abspulen 

9 

15 6. 15 min. waschen mit 50 ml RSA-Puffer 

7. Membran in Wanne mit 50 ml Substratlbsung (2 Tabletten BCIP/NPT (Sig- 
ma) ad 50 ml 0,5% RSA-Puffer) 15 min. bei Raumtemperatur inkubieren 

20 8. Abstoppen der Reaktion durch mehrmaliges Waschen mit demineralisiertem- 
Wasser 



9. Blotting-Membran auf die Heizplatte, die auf +40°C erwarmt wurde, legen, 
mit einer Pappe abdecken und die uberschussige Feuchtigkeit mit einem 

£3 Rollenquetscher abrollen 

10. Schlielilich wurde die Blotmembran in eine Spezialfolie eingeschweifit bzw. 
laminiert, urn sie fur die Auswertung und eine Langzeit-Dokumenta- tion und 
Archivierung zu konservieren. 

30 

Die Dokumentation des Blots oder des mit Coomassie Blue gefarbten Gels erfolgte 
als Original in laminierter Form oder durch Fotografieren oder Scannen. 

Das gefarbte Gel (laminiert) oder die immungefarbte Blotmembran (laminert) wurde 
35 uber einen Scanner eingelesen und mittels geeigneter Software densidometrisch 
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5 ausgewertet (zum Beispiel mittels der J-D-Elite", Version Image Master 4.10 Soft- 
ware von Pharmacia): 

C. Auswertung der Auftrennung der vWF-Multimeren 

10 Beispiel 1 

SAGE-WISA einer Verdunnungsreihe von Standard Humanplasma in einem 1% 
Agarose-Fertiggel von Bio-Rad. 

m 

1 Fi .^tanHarrl-Hi imannboma /Rorlo DAhri'r>n\ rv^;+ KAn\ \ a/~ ± ._> 

_ . , v ^ww.w ^ w "wi nut. ivivK-vvacoci ill ICI ycUl I ICLI |- 

schen Verdunnungsreihe verdunnt. Die Verdunnungen wurden 1 : 1 (v/v) mit Pro- 
benpuffer versetzt, so dass sich die in Abb. 1 ausgewiesenen Endkonzentrationen 
ergaben. Die Proben wurden in Probenpuffer ( bevorzugt z.B. SDS- und Bromphe- 
nolblau-haltiger Probenpuffer von Anamed Oder Novex ) 3 Minuten im Wasserbad 
20 gekocht und jeweils 20 pi pro Spur in die Geltaschen aufgetragen. Der Scan der 
gefarbten Blotting-Membran ist in Abb. 1 gezeigt, seine densitometrische Auswer- 
tung in Abb. 2. Die Quantifizierung der Peakgruppen erfolgte analog (4). 

Beispiel 2 

m 

SAGE-WISA einer Verdunnungsreihe von Haemate-HS® in einem 1% Agarose 
Fertiggel von Bio-Rad. 

Haemate-HS® (Aventis Behring) wurde mit MQ-Wasser in einer geometrischen 
30 Verdunnungsreihe verdunnt. Die Verdunnungen wurden 1 : 1 (v/v) mit Probenpuffer 

versetzt, so dass sich die in Abb. 3 ausgewiesenen Endkonzentrationen ergaben. 

Die Proben wurden 3 min. im Wasserbad gekocht und in jeweils 20 ul pro Spur in 

die Geltaschen aufgetragen. Der Scan der gefarbten Blotting-Membran ist in Abb. 

3, seine densitometrische Auswertung in Abb. 4 gezeigt. Die Quantifizierung der 
35 Peakgruppen erfolgte analog (4). 
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Beispiel 3 

SAGE-CB von Humate-P® und Haemate-HS® in einem 1% Agarose-Fertiggel der 
Elchrom Scientific AG 

Humate-P® und Haemate-HS® wurden mit Probenpuffer auf die in Abb. 5 gezeig- 
ten Konzentrationen verdunnt, 3 min im Wasserbad gekocht und jeweils 20 |jl pro 
Spur in die Geltaschen aufgetragen. Der Scan des gefarbten Gels ist in Abb.5, sei- 
ne densitometrische Auswertung in Abb.6 gezeigt. Die Quantifizierung der 

d^^l««.«^^v^ — — i — 4- ^ 1 / a \ 

Ein Vergleich der densitometrischen Auswertungen der vWF-Proben aus Abb.4 
(Blot-Membran) und Abb.6 (Blaufarbung im Gel) zeigt, dass der prozentuale Anteil 
der Banden 11 und hoher im Western Blot ca. 18% betragt, in der Blaufarbung je- 
doch mit ca. 40% praktisch doppelt so hoch ist. Dieser Befund unterstreicht die aus 
(8) bekannte Beobachtung, dass die hochmolekularen Banden schlechter geblottet 
werden. Perutelli hat diese Schwachstelle des Western Blots durch eine Direktfar- 
bung der Multimerenbanden im Gel mit einem radioaktiven Antikorperkonjugat (Au- 
toradiographie oder Luminographie) uberwunden. Demgegenuber hat die erfin- 
dungsgemafJ verwendete Blaufarbung den Vorteil, dass sie vollig gefahrlos, wenn 
auch weniger sensitiv ist. 

D. Auswertung der Auftrennung der Fibrinogen-Multimeren 

Beispiel 4 



SAGE-CB von Fibrinogen in einem 2% Agarose-Fertiggel der Elchrom Scientific 
AG. 
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5 Die Proben wurden 1 : 1 (v/v) mit Probenpuffer versetzt, 3 min. im Wasserbad ge- 
kocht und jeweils 20 ul (« 360 ug Fibrinogen; 18 mg/ml) pro Spur in die Gel taschen 
aufgetragen. Der Scan des mit Coomassie-Blue gefarbten Gels ist in Abb. 7 ge- 
zeigt. 

10 Beispiel 5 

SAGE-WISA von Fibrinogen in einem 2% Agarose-Fertiggel von Elchrom Scientific. 
0 Die Fibrinogen-Proben (90g/l) wurden 1:100 (v/v) mit demineralisiertem Wasser 

■1 C unrl nois^l-i A • H O f\ */\ A U ~ . ..tr . .~ — I i. o ; \ a t _i _i _ i i . . 
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jeweils 20 pi pro Spur in die Geltaschen aufgetragen. 

Der Scan der immungefarbten BIotting-Membran ist in Abb. 8 gezeigt. Dabei wurde 
zum Blot das Agarose-Gel von der Tragerfolie abgelost. 

20 
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AVENTIS BEHRING GMBH 2002/M01 7 (A47/48/53/55) 

ANR 8177007 Dr. Pfe/vm 



Patentanspriiche: 



1 . Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Multimeren von 
muitimeren biidenden therapeutischen Proteinen durch Gelelektrophorese, da- 
durch gekennzeichnet, dass man eine den von WiNebrand-Faktor (vWF) Oder 
Fibrinogen enthaltende Probe mittels eines kontinuierlichen, homogenen und von 
Verklumpungen freien Agarose-Gels submarin elektrophoretisch auftrennt und die 
Multimerenbanden nach einer Western Biot-Analyse durch ein spezifisches Anti- 
korper-Enzym-Konjugat auf der Blotting-Membran immunchemisch oder durch ei- 
nen geeigneten Farbstoff, vorzugsweise unter Blaufarbung, im Gel sichtbar macht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das multimeren 
bildende therapeutische Protein Fibrinogen ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das multimeren 
bildende therapeutische Protein von Willebrand Faktor (vWF) ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass fur die Tren- 
nung der Fibrinogen-Multimeren ein Agarose-Gel mit einer Agarose-Konzentration 
von 1,6-3 Gew.%, vorzugsweise von 1 ,8 - 2,4 Gew.-% eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass fur die Tren- 
nung der vWF-Multimeren ein Agarose-Gel mit einer Agarose-Konzentration von 
0,7 - 1 ,8 Gew.-%, vorzugsweise von 0,8 - 1,2 Gew.-% eingesetzt wird. 
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6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Gelelektrophorese bei Temperaturen zwischen 6°C und 14°C, vorzugsweise 
zwischen 8°C und 12°C, durchgefuhrt wird. 

7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
zum Anfarben der Multimerenbanden auf der Blotting-Membran eine Immunfarbung 
eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass 

71 IT Rlailfarhlinn Hor MlllfimoronhonHan ir-^ n^l C^-U^t-^C O m 
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gesetzt wird. 

9. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass fur 
die Blaufarbung im Gel ein auf eine Tragerfolie aufgetragenes Agarose-Gel einge- 
setzt wird. 

10. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass fur 
die Immunfarbung auf der Blotting-Membran ein Tragerfolien-freies Agarose-Gel 
eingesetzt oder die Tragerfolie vor dem Blot-Vorgang vom Gel entfernt wird. 

11. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Banden densidometrisch quantifiziert werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Banden 
nach Blaufarbung des Gels quantifiziert werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Banden 
nach Immunfarbung der Blotting-Membran quantifiziert werden. 
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14. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Gel nach 
der Farbung durch Laminierung konserviert wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Blotting- 
Membran nach der Immunfarbung durch Laminierung konserviert wird. 



AVENTIS BEHRING GMBH 
ANR 8177007 



2002/M017(A47/48/53/55) 
Dr. Pfe/vm 



Zusammenfassung: 

Verfahren zur Bestimmung von Multimeren von Plasmaproteinen 

Es wird ein Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestimmung von Multime- 
ren von Fibrinogen und des von Willebrand-Faktors durch Geielektrophorese be- 
schrieben, bei dem man eine den von Willebrand-Faktor (vWF) oder Fibrinogen 
enthaltende Probe mittels eines kontinuierlichen, homogenen und von Verklumpun- 
gen freien Ayaiuse-Gds submarin eiekirophoreiisch auftrennt una die Muitimeren- 
banden nach einer Western Blot-Analyse durch ein spezifisches Antikorper-Enzym- 
Konjugat auf der Blotting-Membran immunchemisch oder durch einen geeigneten 
Farbstoff, vorzugsweise unter Blaufarbung, im Gel sichtbar macht. 



Abb. 1 

Scan dergefarbten Blotting-Membran aus Beisdiel 1 
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Abb. 2 



Densitometry Ausw rtung des Scans der Abb. 1 aus Belsplel 1 
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Abb. 3 
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Scan der gefarbten Blotting-Membran aus Beispiel 2 
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Abb. 4 



Derrsrtometrisch Ausw rtung des Scans d rAbb. 3 aus Beisplel 2 
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Abb.5 



des mit Coomassie Blue gefarbten Gels aus Beispiel 3 




— Artefakt 



5 Humate-P (l 50pl sample + 50ul buffer) 

6 Humate-P (200ul sample + 50ul buffer) 

7 Haemate-HS (1 50ul sample + 50pl buffer) 

8 Haemate-HS (200pl sample + 50pl buffer) 



Abb.6 



Densitometrische Auswertung des Scans der Abbildung 5 aus Beispiel 3 
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Abb.7 



Scan des mit Coomassie Blue gefarbten Gels aus Beispiel 4 
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Abb.8 



Scan derimmungefarbten Blotting-Membran aus Beispiel 5 

Spuren 1 und 8 : Rbrinogen-Referenzprobe 
Spuren 2-7 : Verschiedene Fibrinogen-Batches 
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